Wo r l d a q u a c u l t u r e h a s b e e n g r o wi n g s t e a d i l y o v e r t h e l a s t t h r e e d e c a d e s a t a n a v e r a g e a n n u a l r a t e o f 9 . 5 % i n 1 9 9 0-2 0 0 0 a n d 6 . 2 % i n t h e p e r i o d 2 0 0 0-2 0 1 2 f r o m 3 2 . 4 mi l l i o n t o 6 6 . 6 mi l l i o n t o n n e s ( F AO, 2 0 1 4 ) .
Aq u a c u l t u r e i n I n d i a a l s o wi t n e s s e d s i mi l a r g r o wt h r a t e d u r i n g t h e s a me p e r i o d wi t h s h r i mp a q u a c u l t u r e c o n t r i bu t i n g ma i n l y t o t h e e c o n o mi c o u t p u t . Co mp a r e d t o t h e p r e v i o u s y e a r , f i s h a n d s h e l l f i s h e x p o r t s f r o m I n d i a r e c o r d e d a g r o wt
h o f 5 . 9 8 % i n q u a n t i t y a n d 6 0 . 2 3 % i n r u p e e t e r m ( MPEDA, 2 0 1 4 ) . T h i s i n c l u d e d o v e r 3 . 2 l a k h t o n s o f f r o z e n f i s h f o r mi n g 1 4 % o f t h e v a l u e s h a r e . I n d i a n f r e s h wa t e r a q u a c u l t u r e i s d o mi n a t e d b y c a r p s i n c l u d i n g I n d i a n ma j o r c a r p s a n d c o mmo n c a r p . I n No r t h -e a s t e r n s t a t e s o f I n d i a , f r e s h wa t e r a q u a c u l t u r e i s p r a c t i s e d wi d e l y wi t h s p e c i e s s t o c k e d i n c l u d e I n d i a n ma j o r c a r p s , mi n o r c a r p s a n d c o mmo n c a r p . A q u a c u lt u r e i n No r t h e a s t I n d i a i s ma i n l y o f s u b s i s t e n c e n a t u r e , wh i c h i s p r o g r e s s i n g r a p i d l y o v e r t h e l a s t f e w y e a r s i n t o a s e mi -i n t e n s i v e c a t e g o r y . As t h e r e g i o n h a s mo r e t h a n 9 0 % o f f i s h e a t i n g p o p u l a t i o n , t h e r e i s c o n s i s t e n t d e ma n d f o r f i s h b u t s u p p l y d o e s n o t me e t t h e d e ma n d . Th e r e g i o n p r o d u c e s o v e r 0 . 2 1 4 mi l l i o n t o n s o f f i s h a n n u a l l y , wi t h a l mo s t 5 0 % c o mi n g f r o m a q u a c u l t u r e ( Mu n i l k u ma r a n d Na n d e e s h a , 2 0 0 7 ) . Si n c e t h e a v a i la b i l i t y o f wa t e r i s n o t a c o n s t r a i n t i n t h i s r e g i o n , wa t e r b o d i e s c o u l d s u p p o r t l a r g e -s c a l e a q u a c u l t u r e a c t i v i t i e s , t o p r o d u c e f i s h f o r t h e r e g i o n a l r e q u i r e me n t s a n d f o r t h e e x p o r t .
Ep i z o o t i c u l c e r a t i v e s y n d r o me ( EUS) i s o n e o f t h e s e r i o u s e p i z o o t i c s t h a t h a v e a f f e c t e d t h e wi l d a n d c u lt u r e d f i s h e s o f ma n y c o u n t r i e s i n c l u d i n g I n d i a .
T h e r e h a d b e e n a b r i e f l u l l o f t h e EUS i n ma n y p a r t s o f I n d i a a f t e r t h e d e v a s t a t i n g i mp a c t s d u r i n g t h e l a t e 1 9 8 0 s a n d e a r l y 1 9 9 0 s . Bu t , i n No r t h e a s t I n d i a , EUS i s s t i l l p r e v al e n t o n a wi d e s c a l e i n b o t h f a r me d a n d wi l d f i s h e s p o si n g s e v e r e t h r e a t . T h o u g h t h e p r o g r e s s i o n o f EUS h a s b e e n r e p o r t e d t o b e d u e t o f u n g a l a e t i o l o g y , t h e r e i s a l s o a s t r o n g a s s o c i a t i o n o f v i r a l a g e n t s wi t h EUS ( J o h n a n d Ge o r g e , 2 0 1 2 ) . T wo o f t h e t h r e e v i r u s g e n e r a o f t h e f a mi l y I r i do v i r i da e , r a n a v i r u s e s a n d me g a l o c y t i v ir u s e s , h a v e b e c o me i mp o r t a n t p a t h o g e n s f o r c u l t u r e d a n d wi l d f i n f i s h d u e t o t h e s e v e r i t y o f t h e i r s y s t e mi c d i se a s e s , t h e i r g l o b a l o c c u r r e n c e a n d t h e s u s c e p t i b l e h o s t 
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I n s t i t u t e o f Bi o r e s o u r c e s a n d Su s t a i n a b l e De v e l o p me n t ( I BSD) , T a k y e l p a t I n s t i t u t i o n a l Ar e a , I mp h a l , 7 9 5 0 0 1 , Ma n i p u r , I n d i a
ABS T RACT -I n o r d e r t o d e t e r mi n e t h e a e t i o l o g y o f c u l t i v a b l e f r e s h wa t e r c a r p mo r t a l i t i e s o f No r t h e a s t I n d i a n s t a t e s , we a n a l y s e d i n f e c t e d f i s h s a mp l e s b y v i r u s i s o l a t i o n u s i n g c e l l c u l t u r e s a n d v i r u s d e t e c t i o n b y PCR. T h e f i s h e s c o l l e c t e d f r o m Ma n i p u r h a d t y p i c a l u l c e r a t i v e d e r ma l l e s i o n s r e s e mb l i n g e p i z o o t i c u l c e r a t i v e s y n d r o me ( EUS) . S a mp l e s f r o m No r t h e a s t I n d i a we r e a n a l y s e d b y PCR a n d r a n a v i r a l ma j o r c a p s i d p r o t e i n s p e c i f i c DNA wa s d e t e c t e d i n o n e o f t h e 6 6 t i s s u e s a mp l e s c o l l e c t e d f r o m 1 2 i n f e c t e d f i s h ( k i d n e y o f Pu n t i u s s a r a n a ) o f As s a m a n d n i n e o u t o f 1 5 i n f e c t e d Os t e o b r a ma b e l a n g e r i s a mp l e s o f Ma n i p u r . Se q u e n c e a n a l y s i s o f a 2 8 9 b p f r a g me n t o f o n e o f t h e a mp l i f i e d DNA f r o m i n f e c t e d f i s h e s o f No r t h e a s t I n d i a s h o we d 9 8 . 9 % h o mo l o g y wi t h t h e ma j o r c a p s i d p r o t e i n g e n e o f k o i r a n a v i r u s ( KJ 9 3 9 4 4 4 ) , wh i c h we e a r l i e r i s o l a t e d f r o m i n f e c t e d k o i t h a t we r e u n d e r g o i n g mo r t a l i t i e s a n d c h a r a c t e r i s e d t o b e l o n g t o Ra n a v i r u s g e n u s o f t h e f a mi l y I r i do v i r i da e . Ou r r e s u l t s h a v e r e v e a l e d t h e p r e s e n c e o f r a n a v i r u s i n f r e s h wa t e r f i s h e s s u f f e r i n g f r o m mo r t a l i t i e s i n No r t h e a s t I n d i a . As r a n a v i r u s e s a r e k n o wn f o r t h e i r g e n o mi c a d a p t i v e c h a n g e s f a c i l i t a t i n g h o s t s h i f t b e t we e n f i s h , a mp h i b i a n a n d r e p t i l i a n h o s t s , t h e r e i s a n e e d t o p a y a t t e n t i o n t o t h e s p r e a d o f e me r g i n g r a n a v i r u s i n f e c t i o n i n f i s h e s .
Ke y wo r d s : E me r g i n g d i s e a s e s , A q u a c u l t u r e , Ca r p s , Ra n a v i r u s , I r i d o v i r i d a e , I n d i a * Co r r e s p o n d i n g a u t h o r E-ma i l : r i j i j o h n @g ma i l . c o m P r o c e e d i n g s o f 9 t h Sy mp o s i u m o n Di s e a s e s i n As i a n A q u a c u l t u r e d i v e r s i t y i n b o t h ma r i n e a n d f r e s h wa t e r e n v i r o n me n t s ( Wh i t t i n g t o n e t a l . , 2 0 1 0 ) . Ra n a v i r u s e s a r e a g r o u p o f g e n e t i c a l l y d i v e r g e n t v i r u s e s a s s o c i a t e d wi t h s e v e r e mo r t a l i t y i n r e p t i l e s , a mp h i b i a n s a n d f i s h e s ( Ch i n c h a r , 2 0 0 2 ) . Ra n a v i r u s e s a r e c a p a b l e o f c a u s i n g a c u t e , s y st e mi c d i s e a s e i n f i s h wi t h i n c r e a s i n g s e v e r i t y r e s u l t i n g f r o m n e c r o s i s o f k i d n e y a n d s p l e e n a n d h a e mo r r h a g e s o n t h e s k i n a n d i n t e r n a l o r g a n s ( Ch i n c h a r , 2 0 0 2 ; Wi l l i a ms e t a l . , 2 0 0 5 ) . I n a q u a c u l t u r e , r a n a v i r u s e s a r e o f a g r o wi n g c o n c e r n d u e t o t h e i r a b i l i t y t o c a u s e l a r g e s c a l e mo r t a l i t y i n a wi d e v a r i e t y o f f i s h s p e c i e s ( Ah n e e t a l . , 1 9 9 7 ; Ma o e t a l . , 1 9 9 7 ; Qi n e t a l . , 2 0 0 3 ; Wi l l i a ms e t a l . , 2 0 0 5 ) . Wo r l d Or g a n i z a t i o n f o r An i ma l He a l t h ( OI E) h a s l i s t e d e p i z o o t i c h a e ma t o p o i e t i c n e c r o s i s v i r u s ( EHNV) c o mi n g u n d e r t h e g e n u s Ra n a v i r u s a s n o t i f i a b l e d i s e a s e o f f i s h . Al l r a n a v i r u s i n f e c t i o n s o f a mp h i b i a n s a r e a l s o n o t i f i a b l e a c c o r d i n g t o OI E. Si n c e t h e f i r s t i s ol a t i o n o f EHNV i n A u s t r a l i a ( L a n g d o n e t a l . , 1 9 8 6 ) , s e ve r a l r a n a v i r u s e s a r e i s o l a t e d f r o m f i s h e s a c r o s s t h e wo r l d ( Wh i t t i n g t o n e t a l . , 2 0 1 0 ; De n g e t a l . , 2 0 1 1 ) .
Re c e n t l y , we h a v e i s o l a t e d t wo r a n a v i r u s e s f r o m f r e s hwa t e r a n d ma r i n e o r n a me n t a l f i s h e s i n So u t h I n d i a ( Si v a s a n k a r e t a l . , 2 0 1 4 ; Ge o r g e e t a l . , 2 0 1 5 ) . I n t h e p r e s e n t s t u d y we h a v e i n v e s t i g a t e d t h e a e t i o l o g y o f mo rt a l i t i e s n o t i c e d i n t h e wi n t e r mo n t h s a n d r a i n y s e a s o n i n t h e f a r me d f i s h e s o f n o r t h e a s t I n d i a .
Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s
F i s h s a mp l e s I n f e c t e d f i s h e s f r o m c u l t u r e p o n d s e x p e r i e n c i n g l a r g e s c a l e mo r t a l i t y we r e c o l l e c t e d f r o m I mp h a l r e g i o n i n t h e No r t h e a s t I n d i a n s t a t e o f Ma n i p u r ( Fi g . 1 ) . I n f e c t e d f i s h e s , wh i c h h a d s u r f a c e l e s i o n s , we r e a l s o c o l l e c t e d f r o m f r e s h wa t e r f i s h f a r ms o f Si l c o o r i e r e g i o n ( L a l ma t i , Aa mt i l l a , Ba i r a g i t i l l a ) o f Si l c h a r , As s a m. T h e s a mp l e s we r e c o l l e c t e d d u r i n g t h e mo n t h o f F e b r u a r y f r o m d i f f e r e n t s a mp l i n g s i t e s o f As s a m a n d d u r i n g r a i n y s e a s o n o f J u l y f r o m Ma n i p u r wh e n f i s h mo r t a l i t i e s we r e e x p e r i e n c e d i n t h e f r e s h wa t e r c u l t u r e p o n d s o f t h e s e t wo a r e a s . Di f f e r e n t s p e c i e
s o f f i s h e s b o t h s t o c k e d ( Ca t l a c a t l a , L a be o r o h i t a , L a be o c a l ba s u , Hy po ph t h a l mi c h t h y s mo l i t r i x , Ci r r h i n u s mr i ga l a a n d
Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ) a n d a c c i d e n t a l e n t r i e s ( An a b a s t e s t u d i n e u s , Pu n t i u s t i c t o , Pu n t i u s s a r a n a , Cl a r i a s b a t r ac h u s , He t e r o p n e u s t e s f o s s i l i s a n d Ch a n n a p u n c t a t a ) we r e a f f e c t e d . Th e f i s h s a mp l e s f r o m Ma n i p u r we r e p a c k e d i n d i v i d u a l l y i n p o l y e t h y l e n e b a g s , p l a c e d i n u l t r a d e e p f r e e z e r i mme d i a t e l y a n d l a t e r t r a n s p o r t e d t o t h e l a b o r a t o r y i n i c e . F i s h t i s s u e s we r e a l s o d i s s e c t e d o u t a t t h e f a r m s i t e i n As s a m, d e h y d r a t e d i n 7 0 % a l c o h o l a n d t r a n s p o r t e d t o t h e l a b i n 8 0 % e t h a n o l . Ei g h t k i n d s o f f i s h s p e c i e s ( s i x t y s i x t i s s u e s a mp l e s f r o m 1 2 i n f e c t e d f i s h e s ) f r o m As s a m a n d me d i u m c a r p ( 1 5 i n f e c t e d f i s h s a mp l e s ) f r o m Ma n i p u r we r e u s e d f o r a n a l y s i s b y PCR a n d v i r u s i s o l a t i o n . T i s s u e s s u c h a s k i d n e y ( K) , s p l e e n ( SP) , l i v e r ( L ) , g i l l ( G) , s k i n ( S) , h e a r t ( H) a n d b r a i n ( B) p r e s e r v e d i n 8 0 % a l c o h o l we r e s t o r e d a t -8 0 / -2 0°C f r e e z e r s u n t i l u s e d .
P r o c e s s i n g o f f i s h t i s s u e s f o r v i r u s i s o l a t i o n b y c e l l c u lt u r e
Ki d n e y a n d s p l e e n f r o m e a c h o f t h e i n f e c t e d f i s h we r e a s e p t i c a l l y r e mo v e d , p o o l e d s e p a r a t e l y f o r e a c h f i s h a n d h o mo g e n i s e d a t 1 / 1 0 d i l u t i o n i n L e b o v i t z ( L -1 5 ) me d i a s u p p l e me n t e d wi t h 2 % F BS a n d 1 × a n t i b i o t i c a n d a n t i my c o t i c mi x . T h e h o mo g e n a t e s we r e c e n t r i f u g e d a t 3 , 0 0 0 g f o r 1 0 mi n i n a r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e a n d t h e s u p e r n a t a n t wa s f i l t e r e d t h r o u g h a 0 . 2 2 m m s y r i n g e me mb r a n e f i l t e r ( Mi l l i p o r e ) . F i l t e r e d h o mo g e n a t e ( 0 . 7 mL ) wa s a
d d e d t o t h r e e f r e s h l y p r e p a r e d f r e s h wa t e r f i s h c e l l c u l t u r e s s u c h a s EPC ( Epi t h e l i o ma pa pi l l o s u m c y pr i n i )
( F i j a n e t a l . , 1 9 8 3 ) , SSN1 ( St r i p e d s n a k e h e a d ) ( F r e r i c h s e t a l . , 1 9 9 1 ) a n d SNKD2 a ( Sn a k e h e a d k i d n e y ) ( J o h n a n d Ge o r g e , 2 0 0 6 ) i n 2 5 c m 2 c e l l c u l t u r e f l a s k s a l o n g wi t h c o n t r o l . Ce l l l i n e s we r e g r o wn a n d ma i nt a i n e d i n L -1 5 me d i u m ( Gi b c o I n v i t r o g e n ) s u p p l e me n t e d wi t h 1 0 % f o e t a l b o v i n e s e r u m ( F BS) ( Gi b c o I n v i t r o g e n ) a n d 1 % a n t i b i o t i c a n t i my c o t i c mi x ( Gi b c o L i f e T e c h n o l o g i e s ) i n 2 5 o r 7 5 c m 2 t i s s u e c u l t u r e f l a s k s
( Gr e i n e r Bi o -On e ) a t 2 8°C. T h e f l a s k s we r e o b s e r v e d f o r t h e d e v e l o p me n t o f CPE a n d a l l f l a s k s we r e b l i n d p a s s a g e d o n c e a f t e r 1 0 d a y i n t e r v a l b e f o r e d i s c a r d i n g a s n e g a t i v e .
F i g. 1 . I n f e c t e d a n d d e a d f i s h e s i n t h e c u l t u r e p o n d i n I mp h a l ,
Ma n i p u r .
PCR a n a l y s i s o f f i s h t i s s u e s f o r v i r u s d e t e c t i o n DNA wa s e x t r a c t e d f r o m t h e t i s s u e s u s i n g DNA Ex t r a c t i o n So l u t i o n ( Me r c k Mi l l i p o r e ) a s p e r t h e ma n uf a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . T h e DNA a t t h e e n d o f e x t r a ct i o n wa s d i s s o l v e d i n s t e r i l e d e i o n i s e d wa t e r ( Bi o c e l
Mi l l i p o r e ) a n d wa s s t o r e d a t -8 0°C u n t i l a n a l y s e d b y
PCR. T o t a l RNA wa s e x t r a c t e d f r o m t h e t i s s u e s u s i n g T r i z o l r e a g e n t ( Va n Al l e n Wa y ) . Th e RNA wa s a i r d r i e d f o r 5 mi n a n d d i s s o l v e d i n 2 5 m L o f s t e r i l e DEPC ( d i e t h y l p y r o c a r b o n a t e , Ame r e s c o ) t r e a t e d d e i o n i s e d
wa t e r b y i n c u b a t i n g a t 6 0°C f o r 5 mi n . T h e RNA wa s s t o r e d a t -7 0°C u n t i l u s e . Ex t r a c t e d DNA wa s s u b -T a b l e 1 . P r i me r s u s e d f o r a n a l y s i n g t h e DNA a n d RNA v i r u s e s i n i n f e c t e d f i s h e s
Re f e r e n c e Se q u e n c e 
RNA VI RUSES
Emme n e g g e r e t a l . , 2 0 0 0 ( OI E, 2 0 1 2 ) A GA GA T CCCT A CA CCA GA GA C 6 9 3 Ce n t r a l r e g i o n o f t h e I HNV G g e n e NEI HNF W
GGT GGT GT T GT T T CCGT GCAA NEI HNRV
Sn o w e t a l . , 2 0 0 4 ( OI E, 2 0 1 2 ) A T GGA A GGA GGA A T T CGT GA A GCG 5 0 5 VHS V N-g e n e NEVHSF W GCGGT GA A GT GCT GCA GT T CCC NEVHSRV T a r g e t Na me Ho l o p a i n e n e t a l . , 2 0 0 9 GT GT A Y CA GT GGT T T T GCGA C 5 6 0 Si n g a p o r e i r i d o v i r u s DNA Po l y me r a s e ( SGI V DNA Po l )
S GI VDNPOL F W T CGT CT CCGGGY CT GT CT T T S GI VDNPOL RE
Ka u r e t a l . , 1 9 9 5 T i d o n a e t a l . , 1 9 9 6 T GT GGGCCA GT CCA CCT T G 2 4 4 L a r g e mo u t h b a s s v i r u s me t h y l t r a n s f e r a s e ( L MB V MT ) L MB ME F W GT AA GCGCA GT AA T CCAA CA CG L MB ME RE Ho l o p a i n e n e t a l . , 2 0 0 9 CCAAA GA CCAAA GA CCA G 7 1 4 ( BI V) 5 9 7 ( EHNV) 6 3 9 ( F V3 ) 8 6 4 ( ECV) Ra n a v i r u s n e u r o f i l a me n t t r i p l e t H1 -l i k e p r o t e i n g e n e s ( NF -H1 )
KRNF H1 F W GT T GGT CT T T GGT CT CGCT C KRNF H1 RE
Oh l e me y e r e t a l . , 2 0 1 1 CT GGA T CCA GCAA CA CA CT T C 1 , 6 2 7 Sa n t e e 
t e d t o PCR f o r t h e d e t e c t i o n o f t h e v i r u s e s a s p e r t h e d e t a i l s f u r n i s h e d i n T a b l e 1 i n a Ma s t e r Cy c l e r Gr a d i e n t ( Ep p e n d o r f ) .
F o r d e t e c t i o n o f RNA v i r u s e s , c DNA wa s s y n t h e s i z e d f r o m a l l t h e RNA s a mp l e s wi t h a Re v e r t Ai d F i r s t -s t r a n d c DNA Sy n t h e s i s k i t ( F e r me n t a s ) f o l l o wi n g t h e ma n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s u s i n g g e n e s p e c i f i c p r i me r s f o r t h e v i r u s e s a n a l y s e d ( T a b l e 1 ) .
Se q u e n c i n g o f t h e PCR p r o d u c t s T h e PCR p r o d u c t o f 3 2 1 b p o b t a i n e d b y t wo p r i me r s e t s d i r e c t e d f o r t h e EHNV ma j o r c a p s i d p r o t e i n ( MCP)
g e n e o f s a mp l e M1 wa s s e q u e n c e d b y o u t s o u r c i n g . Th e s e q u e n c e s o b t a i n e d we r e a n a l y s e d u s i n g CL C ma i n wo r k b e n c h ( CL C Bi o ) f o r c r e a t i o n o f a l i g n me n t s , p a i r wi s e c o mp a r i s o n a n d p h y l o g e n t i c a n a l y s i s wi t h MCP g e n e o f k o i r a n a v i r u s , KI RV ( KJ 9 3 9 4 4 4 ) ; l a r g e - 
Re s u l t s
I n f e c t e d f i s h e s h a d b e h a v i o u r a l c h a n g e s a n d mo rp h o l o g i c a l c l i n i c a l s i g n s . F r e s h wa t e r c a r p s i n Ma n i p u r we r e l e t h a r g i c o r mo r i b u n d wi t h v a r i o u s s t a g e s o f u l c e r f o r ma t i o n s o n t h e f l a n k r e s e mb l i n g EUS ( F i g . 2 ) . T h e f i s h e s o f t e n c a me t o t h e s u r f a c e a n d f o u n d g u l p i n g a i r . De r ma l l e s i o n s v a r i e d f r o m h y p e r a e mi c a r e a s t o d e e p u l c e r s o n d i f f e r e n t p a r t s o f t h e f l a n k a n d a l s o o n t h e d o rs a l s i d e p o s t e r i o r t o s n o u t . T h e n a t u r e o f u l c e r d e v e lo p me n t r a n g e Nu mb e r o f S a mp l e s F i s h ( Nu mb e r ) / T a r g e t t i s s u e s NS ( 6 0 6 ) SS ( 7 1 4 )
i o n a n d d e t e c t i o n o f t h e v i r a l a e t i o l o g i c a l a g e n t s a s s o c i a t e d wi t h t h e i n f e c t e d f i s h e s .
I s o l a t i o n o f v i r u s e s f r o m i n f e c t e d t i s s u e s a mp l e s Vi r u s i s o l a t i o n s t u d i e s u s i n g t h r e e d i f f e r e n t c e l l c u lt u r e s o r i g i n a t e d f r o m c o mmo n c a r p a n d s n a k e h e a d f i s h d i d n o t p r o d u c e c y t o p a t h i c e f f e c t a n d n o v i r u s c o u l d b e i s o l a t e d . So me o f t h e c u l t u r e f l a s k s i n o c u l a t e d wi t h t i ss u e s s u c h a s l i v e r s h o we d t o x i c i t y i n t h e c e l l c u l t u r e s , wh i c h h o we v e r we r e n o t s e e n o n s u b s e q u e n t p a s s a g i n g
PCR d e t e c t i o n o f v i r a l i n f e c t i o n PCR a n a l y s i s o f s a mp l e s f o r t h r e e RNA v i r u s e s s u c h a s v i r a l h a e mo r r h a g i c s e p t i c a e mi a v i r u s ( VHSV) , i n f e c t i o u s h e ma t o p o i e t i c n e c r o s i s v i r u s ( I HNV) , s p r i n g v i r a e mi a o f c a r p v i r u s ( SVCV) s h o we d t h a t a l l t h e s a mp l e s we r e n e g a t i v e t o a l l RNA v i r u s e s t e s t e d . I n a d d i t i o n , PCR a n a l y s i s o f f o u r DNA v i r u s e s s u c h a s k o i h e r p e s v i r u s ( KHV) , p i s c i n e i r i d o v i r u s , l a r g e mo u t h b a s s v i r u s ( L MBV) a n d e p i z o o t i c n e c r o s i s v i r u s ( EHNV) s h o we d t h a t a l l t h e s a mp l e s we r e a l s o n e g a t i v e t o t h r e e o f t h e f o u r DNA v i r u s e s t e s t e d ( T a b l e 3 ) . Of t h e 8 1 s a mp l e s t e s t e d , o n e s a mp l e f r o m As s a m ( Sa mp l e No . A4 ) a n d 9 o u t o f 1 5 s a mp l e s f r o m Ma n i p u r ( M1 -M9 ) t e s t e d p o s i t i v e t o o n e o f t h e p r i me r s t a r g e t i n g ma j o r c a ps i d p r o t e i n g e n e o f t h e EHNV ( T a b l e 3 ) . T h e p r i me r s e t EHN MCP 1 FW a n d EHN MCP 1 RE a mp l i f i e d t h e e x p e c t e d c a p s i d p r o t e i n g e n e f r a g me n t o f 3 2 1 b p ( F i g . 3 ) . T h e t e n s a mp l e s wh i c h g a v e p o s i t i v e a mp l i f i c a t i o n f o r t h e MCP g e n e o f EHNV o n f u r t h e r a n a l y s i s u s i n g s i x p r i me r s e t s f o r e i g h t v i r u s e s s u c h a s r o c k b r e a m i r i d o v ir u s , SGI V , L MB V , b o h l e i r i d o v i r u s , EHNV , g r o u p e r i r i d ov i r u s , F V3 a n d Eu r o p e a n c a t f i s h v i r u s s h o we d t h a t t h e n i n e s a mp l e s f r o m Ma n i p u r , wh i c h we r e p o s i t i v e t o MCP f r a g me n t o f 3 2 1 b p we r e a l s o a b l e t o a mp l i f y L MB V me t h y l t r a n s f e r a s e g e n e f r a g me n t o f 2 4 4 b p ( T a b l e 4 , F i g . 4 ) . T h e SGI V DNA p o l y me r a s e p r i me r s a l s o a mp l i f i e d t h e e x p e c t e d a mp l i c o n o f 5 6 0 b p f r o m t h e s e i s o l a t e s e x c e p t M9 a n d A4 ( F i g . 5 ) . Ho we v e r , n o n e o f t h e s e i s o l a t e s a mp l i f i e d t h e 6 2 5 b p MCP g e n e
F i g . 2 . I n f e c t e d mi n o r c a r p ( Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ) wi t h d i f f e re n t l e v e l s o f d e r ma l u l c e r a t i o n s c o l l e c t e d f r o m a f a r m i n Ma n i p u r .
T a b l e 3 . PCR a n a l y s i s o f t h e i n f e c t e d t i s s u e s a mp l e s f o r d e t e c t i n g f o u r DNA v i r u s e s a n d t h r e e RNA v i r u s e s . Ea c h o f t h e t i s s u e f r o m e a c h f i s h wa s t e s t e d f o r v i r u s e s i n d e p e n d e n t l y e x c e p t f o r s e v e n Os t e o b r a ma b e l a n g e r i f i s h e s , wh e r e t wo t i s s u e s we r e p o o l e d a s i n d i c a t e d . Si z e o f e x p e c t e d PCR p r o d u c t s i n b r a c k e t s S V C VHS
As s a m
An a b a s t e s t u d i n e u s
( 1 ) K, L , G, S - - - - - - - - 6 P u n t i u s t i c t o ( 1 ) K, SP , L , H, G, S - - - - - - - - 7 L a b e o c a l b a s u ( 1 ) K, SP , L , G, H, B, S - - - - - - - - 4 L a b e o g o n i u s ( 1 ) K, H, G, S - - - - - - - - 6 L a b e o g o n i u s ( 1 ) K, SP , L , H, G, S - - - - - - - - 5
Cl a r i a s b a t r a c h u s
Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ( 5 ) UM
Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ( 2 )
Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ( 2 ) UM
Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ( 1 ) UM
Os t e o b r a ma b e l a n g e r i ( 5 ) K & SP* K -Ki d n e y , SP -Sp l e e n , L -L i v e r , G -Gi l l , H -He a r t , B -Br a i n , S -Sk i n a n d u l c e r a t e d t i s s u e , UM -u l c e r a t e d mu s c l e , * p o o l e d t i ss u e s a mp l e s .
F i g . 3 . Ag a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e t i c a n a l y s i s o f t h e PCR p r o d u c t s o b t a i n e d f r o m i n f e c t e d f i s h t i s s u e s wi t h p r i me r s t a r g e t i n g ma j o r c a ps i d p r o t e i n g e n e o f EHNV wi t h M1 5 1 & M1
5 2 p r i me r s . L a n e 1 t o 1 0 -M1 t o M1 0 r e s p e c t i v e l y . L a n e 1 1 : PCR n e g a t i v e c o nt r o l , l a n e 1 2 : 1 0 0 b p mo l e c u l a r l a d d e r . 
T a b l e 4 . Ad d i t i o n a l g e n e s t e s t e d f o r t h e f u r t h e r i d e n t i f i c a t i o n o f t h e v i r u s i s o l a t e s i n t h e p r e s e n t s t u d y . Ex p e c t e d p r o d u c t s i z e i n b p i n b r a c k e t s Vi r u s g e n e s t e s t e d F i s h / T i s s u e
OM -Os t e o b r a ma b e l a n g e r i , PS -P u n t i u s s a r a n a , UM -u l c e r a t e d mu s c l e , K -k i d n e y .
F i g. 4 . Ag a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e t i c a n a l y s i s o f t h e PCR p r o d u c t s o b t a i n e d f r o m i n f e c t e d f i s h t i s s u e s wi t h p r i me r s t a r g e t i n g L MB V
me t h y l t r a n s f e r a s e g e n e s . L a n e 1 t o 1 0 -M1 t o M1 0 r e s p e c t i v e l y . L a n e 1 1 -PCR n e g a t i v e c o n t r o l , l a n e 1 2 : 1 0 0 b p mo l e c ul a r l a d d e r .
F i g . 5 . Ag a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e t i c a n a l y s i s o f t h e PCR p r o d u c t s o b t a i n e d f r o m i n f e c t e d f i s h t i s s u e s wi t h p r i me r s t a r g e t i n g SGI V DNA
p o l y me r a s e g e n e . L a n e 1 t o 9 -M1 t o M9 r e s p e c t i v e l y , l a n e 1 0 -A4 , l a n e 1 1 -PCR n e g a t i v e c o n t r o l , l a n e 1 2 : 1 0 0 b p mo l e c u l a r l a d d e r .
f r a g me n t wi t h t h e s e c o n d s e t o f p r i me r s ( EHN MCP2 F W a n d EHN MCP2 RE) t a r g e t i n g t h e MCP g e n e o f t h e EHNV .
Se q u e n c e a n a l y s i s o f PCR p r o d u c t s
Se q u e n c e a n a l y s i s o f t h e MCP g e n e f r a g me n t o f M1 ( Os t e o br a ma be l a n ge r i u l c e r a t e d mu s c l e DNA) a mp l i f i e d i n t h e PCR wi t h t h e c o r r e s p o n d i n g s e q u e n c e s o f L MB V , KI RV , EHNV , FV3 a n d SGI V s h o we d 9 8 . 9 4 , 9 8 . 9 4 , 7 9 . 5 1 , 7 8 . 8 0 a n d 7 3 . 1 4 % h o mo g e n e i t y r e s p e ct i v e l y f o r a c o mmo n s i z e o f 2 8 3 b p o n p a i r wi s e c o mp a r is o n ( T a b l e 5 a ) . Ho we v e r , t h e e n t i r e 3 2 1 b p f r a g me n t o n a n a l y s i s wi t h L MB V , EHNV , F V3 a n d SGI V s h o we d 9 7 . 8 2 , 8 0 . 3 7 , 7 9 . 7 5 a n d 7 3 . 5 2 % h o mo g e n e i t y ( T a b l e 5 b ) . At a mi n o a c i d l e v e l , t h e MCP g e n e s e q u e n c e o f M1 DNA d i f f e r e d f r o m EHNV , F V3 a n d SGI V a t s e v e r a l p o s i t i o n s . Ho we v e r , i t d i f f e r e d f r o m L MB V i n 2 a mi n o a c i d s a t n u c l e o t i d e p o s i t i o n s 2 a n d 3 0 8 f o r t h e a mp l i f i e d r e g i o n , b u t a t b o t h t h e s e p o s i t i o n s , i t c o r r e s p o n d e d c o rr e c t l y wi t h EHNV a n d F V3 . T h e p h y l o g e n e t i c t r e e c o ns t r u c t i o n a n d p a i r wi s e c o mp a r i s o n o f t h e p a r t i a l MCP g e n e f r a g me n t wi t h c o r r e s p o n d i n g s e q u e n c e s o f t h e s e v i r u s e s b y n e i g h b o u r j o i n i n g me t h o d s h o we d t h e s a mp l e M1 g r o u p i n g a wa y f r o m F V3 , EHNV a n d SGI V a n d wa s mo r e r e l a t e d t o L MB V a n d KI RV t h a n t o FV3 , t h e t y p e s p e c i e s o f Ra n a v i r u s .
Di s c u s s i o n F i s h mo r t a l i t i e s we r e n o t i c e d i n b o t h t h e No r t h e a s t
I n d i a n s t a t e s o f Ma n i p u r a n d As s a m e v e r y y e a r d u r i n g wi n t e r mo n t h s wh e n t h e wa t e r t e mp e r a t u r e d i p s t o a b o u t 1 6 a n d 2 2°C r e s p e c t i v e l y a n d a l s o d u r i n g r a i n y s e a s o n o f s o u t h we s t mo n s o o n . Re d u c e d t e mp e r a t u r e
i s k n o wn t o r e d u c e t h e i mmu n e s t a t u s o f t h e f i s h ma ki n g i t s u s c e p t i b l e t o i n f e c t i o u s a g e n t s ( Bl y e t a l . , 1 9 9 7 ) . F i s h d i s e a s e s a r e a l s o f o u n d t o o c c u r d u r i n g r a i n y s e as o n wh e n h e a v y r a i n s b r i n g a b o u t h u g e s u r f a c e wa t e r i n f l u x . I n t h e p r e s e n t s t u d y , we i n v e s t i g a t e d t h e p r o ba b l e v i r a l a e t i o l o g y o f d i s e a s e s i n f r e s h wa t e r f a r me d f i s h e s o f t h i s r e g i o n . I n f e c t e d f i s h e s s h o we d b e h a v -
i o u r a l a n d mo r p h o l o g i c a l c l i n i c a l s i g n s , wh i c h i n c l u d e d s u r f a c e u l c e r s r e s e mb l i n g EUS. Al t h o u g h a f u n g a l a e t io l o g y h a s n o w b e e n r e c o g n i s e d i n EUS , s e v e r a l v i r u s e s we r e i s o l a t e d f r o m EUS i n f e c t e d f i s h e s o f So u t h e a s t As i a ( J o h n a n d Ge o r g e , 2 0 1 2 ) . I n t h e p r e s e n t i n v e s t ig a t i o n h o we v e r , f u n g a l a e t i o l o g y wa s n o t i n v e s t i g a t e d . Vi r o l o g i c a l i n v e s t i g a t i o n b y c e l l c u l t u r e i s o l a t i o n u s i n g f r e s h wa t e r f i s h c e l l l i n e s s u c h a s SSN1 , SNKD2 a a n d EPC d i d n o t y i e l d a n y v i r u s p r o b a b l y b e c a u s e o f t h e l a c k o f s u s c e p t i b i l i t y o f t h e c e l l l i n e s u s e d a n d ma y a l s o b e d u e t o a f r e e z e t h a w c y c l e u n d e r g o n e b y t h e f i s h e s a f t e r c o l l e c t i o n i n Ma n i p u r .
T h e PCR a n a l y s i s c a r r i e d o u t o n t h e t i s s u e s f r o m i n f e c t e d f i s h e s s h o we d t h a t t h e y d i d n o t h a r b o u r a n y o f t h e t h r e e RNA v i r u s e s t e s t e d v i z . I HNV , VHS V a n d S V CV . Bu t ma n y o f t h e i n f e c t e d f i s h e s f r o m Ma n i p u r a n d o n e s a mp l e f r o m As s a m a mp l i f i e d t h e s ma l l f r a gme n t o f t h e ma j o r c a p s i d g e n e c o r r e s p o n d i n g t o EHNV . T h i s p r i me r s e t h a s b e e n f o u n d t o a mp l i f y ma n y o f t h e r a n a v i r u s MCP g e n e ( Ho l o p a i n e n e t a l . , 2 0 0 9 ) . EHNV MCP p r i me r s c o u l d a mp l i f y t h e e x p e c t e d f r a g me n t o f 3 2 1 b p f r o m n i n e o u t o f 1 5 t i s s u e s a mp l e s f r o m t h e i n f e c t e d f i s h e s o f Ma n i p u r . Si n c e t e n o u t o f t h e 8 1 s a mp l e s s h o we d a mp l i f i c a t i o n o f t h e MCP g e n e o f EHNV , we f u r t h e r a n a l y s e d t h e p o s i t i v e s a mp l e s f o r d e t e r mi n i n g t h e v i r u s s t r a i n u s i n g d i f f e r e n t r a n a v i r u s p r i me r s . A mo n g t h e t e s t e d p r i me r s c a p a b l e o f d i f f e r e n -T a b l e 5 a . Pa i r wi s e c o mp a r i s o n o f MCP g e n e s o f f i v e v i r u s e s s h o wi n g p e r c e n t a g e h o mog e n e i t y o f t h e 2 8 3 b p a mp l i f i e d DNA f r a g me n t i n t h e l o we r t r i a n g l e a n d n u mb e r o f g a p s i n t h e u p p e r t r i a n g l e . 5 1 4 EHNV 0 9 7 . 5 3 7 7 . 7 4 7 7 . 7 4 7 8 . 8 0 5 F V3 7 0 . 3 2 7 1 . 0 2 7 2 . 7 9 7 2 . 7 9 7 3 . 1 4 6 S GI V T a b l e 5 b . Pa i r wi s e c o mp a r i s o n o f MCP g e n e s o f f o u r v i r u s e s s h o wi n g p e rc e n t a g e h o mo g e n e i t y o f t h e 3 2 1 b p a mp l i f i e d DNA f r a g me n t i n t h e l o we r t r i a n g l e a n d n u mb e r o f g a p s i n t h e u p p e r t r i a n g l e 5 4 3 2 1 0 0 0 0 1 M1 0 0 0 9 7 . 8 2 2 L MB V 0 0 7 8 . 1 9 8 0 . 3 7 3 EHNV 0 9 7 . 8 2 7 7 . 5 7 7 9 . 7 5 4 F V3 7 2 . 2 7 7 2 . 9 0 7 2 . 2 7 7 3 . 5 2 5 S GI V t i a t i n g e i g h t v i r u s s t r a i n s , t h e s a mp l e s a n s we r e d o n l y f o r L MB V me t h y l t r a n s f e r a s e a n d SGI V DNA p o l y me r a s e b u t n o t f o r o t h e r i r i d o v i r u s p r i me r s . P r e s e n c e o f t h e me t h y l t r a n s f e r a s e e n z y me d i s t i n g u i s h e s t h e v i r u s f r o m S GI V a s i t h a s t h e u n i q u e n a t u r e o f a b s e n c e o f me t h y l t r a n s f e r a s e a n d a me t h y l a t e d g e n o me ( So n g e t a l . , 2 0 0 4 ; Ti n g e t a l . , 2 0 0 4 ) . Th e l o n e p o s i t i v e s a mp l e f r o m As s a m h o we v e r d i d n o t a n s we r t o a n y o f t h e p r i me r s u s e d . T h e d i f f e r e n c e f r o m t h e OI E n o t i f i a b l e p a t h og e n , EHNV c o u l d b e a s s e s s e d f r o m t h e f a c t t h a t t h e v i r a l a g e n t c o u l d n o t a mp l i f y t h e MCP g e n e wi t h t h e s e co n d s e t o f p r i me r s wh i c h we r e u s e d f o r a mp l i f y i n g a r e g i o n o f 6 2 5 b p o f t h e MCP g e n e . Si mi l a r o b s e r v at i o n s we r e ma d e i n t h e c a s e o f a n o t h e r r a n a v i r u s i s ol a t e d f r o m k o i ( KI RV) i n I n d i a ( Ge o r g e e t a l . , 2 0 1 5 ) . I n KI RV h o we v e r , t h e f i r s t a n d s e c o n d s e t p r i me r c o mb i n at i o n a mp l i f i e d a l a r g e r f r a g me n t o f 1 , 2 0 1 b p MCP g e n e wh i c h c o u l d n o t b e o b t a i n e d f o r t h e s e f i s h t i s s u e s a mp l e s .
T h e s e q u e n c e a n a l y s i s o f t h e 3 2 1 b p f r a g me n t i n d ic a t e d t h a t t h e M1 DNA i s s i mi l a r t o r a n a v i r u s e s s u c h a s L MB V a n d KI RV wh i c h h a v e b e e n g r o u p e d g e n e r a l l y u n d e r Sa n t e e -Co o p e r r a n a v i r u s ( SCRV) ( Wi l l i a ms e t a l . , 2 0 0 5 ) . L MBV ( SCRV) a n d SGI V a r e t h e t wo v i r u s e s t h a t s h o w l e s s h o mo l o g y o f MCP g e n e t o t h e t y p e s p e c i e s F V3 c o mp a r e d t o o t h e r r a n a v i r u s e s ( Ma o e t a l . , 1 9 9 9 ; T i n g e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h e M1 DNA f r a g me n t , a p a r t o f MCP g e n e o f t h e p r e s e n t i n v e s t i g a t i o n , s h a r e d h i g h h o mo l o g y wi t h L MBV a n d KI RV c o mp a r e d t o EHNV a n d F V3 , wh i c h a mo n g b o t h s h a r e d a l mo s t 9 8 % h o mo g e n e i t y . S GI V wa s d i f f e r e n t f r o m b o t h t h e L MB V g r o u p a n d FV3 g r o u p wi t h a s i mi l a r i t y o f o n l y 7 3 % f o r t h e s e q u e n c e a n a l y s e d . MCP g e n e s e q u e n c e i n r a n av i r u s e s c o n t a i n s h i g h l y c o n s e r v e d r e g i o n s a s we l l a s l e s s c o n s e r v e d r e g i o n s wi t h c o n s i d e r a b l e d i f f e r e n c e s ma k i n g MCP g e n e o n e o f t h e h i g h l y a p p r o p r i a t e d i s t i ng u i s h i n g p a r a me t e r s b e t we e n d i f f e r e n t r a n a v i r u s s t r a i n s ( Wh i t t i n g t o n e t a l . , 2 0 1 0 ) . Al t h o u g h t h e s a mp l e s a mp l if i e d b o t h L MB V me t h y l t r a n s f e r a s e a n d SGI V DNA p o l y me r a s e , s e q u e n c e a n a l y s i s a n d p a i r wi s e c o mp a r is o n o f t h e MCP g e n e s u g g e s t s M1 t o b e c l a s s i f i e d u n d e r SCRV .
SCRV a r e g e n e r a l l y l e s s p a t h o g e n i c i n ma n y i n s t a n c e s a n d s t r a i n d e p e n d e n t v i r u l e n c e v a r i a t i o n i s c o mmo n ( Go l d b e r g e t a l . , 2 0 0 3 ; Gr i z z l e a n d Br u n n e r , 2 0 0 3 ; Wh i t t i n g t o n e t a l . , 2 0 1 0 ) . Of t h e t wo e a r l i e r r a n av i r u s e s i s o l a t e d b y o u r p r e v i o u s s t u d i e s , t h e f r e s h wa t e r i s o l a t e ( KI RV) wa s l e s s p a t h o g e n i c t o t h e h o s t wh i l e t h e ma r i n e f i s h i s o l a t e ( SRDV) wa s h i g h l y p a t h o g e n i c t o t h e s i mi l a r d a ms e l f i s h f r o m wh i c h t h e v i r u s wa s i s o l a t e d ( Si v a s a n k a r , 2 0 1 4 ; Ge o r g e e t a l . , 2 0 1 5 ) . I n t h i s s t u d y , r a n a v i r u s DNA wa s d e t e c t e d i n t h e f r e s h wa t e r f i s h Os t e o b r a ma b e l a n g e r i wh i c h wa s u n d e r g o i n g mo r t a l i t y wi t h s e v e r e d e r ma l l e s i o n s . Si n c e t h e v i r u s c o u l d n o t b e i s o l a t e d i n c e l l c u l t u r e , t h e p a t h o g e n i c i t y o f t h e v i r u s c o u l d n o t b e a s c e r t a i n e d . On e o f t h e r a n a v i r u s i s ol a t e d f o r m l a r g e mo u t h b a s s i n Ch i n a h a s b e e n r e p o r t e d t o b e h i g h l y p a t h o g e n i c t o t h e h o s t c a u s i n g s k i n a n d mu s c l e u l c e r a t i o n s i n b o t h n a t u r a l a n d e x p e r i me n t a l i n f e c t i o n s ( De n g e t a l . , 2 0 1 1 ) . Si n c e t h e r a n a v i r u s DNA o f M1 s a mp l e wa s d e t e c t e d f r o m mo r i b u n d f i s h , p o s s i b i li t y e x i s t s t h a t t h e v i r u s c o u l d b e p o t e n t i a l l y p a t h o g e n i c i n f r e s h wa t e r f i s h e s . Ra n a v i r u s e s a r e f o u n d t o c a u s e a c u t e s y s t e mi c d i s e a s e s i n a mp h i b i a n , r e p t i l e s a n d f i s h e s wi t h s e v e r e n e c r o s i s o f k i d n e y a n d s p l e e n wi t h s k i n h a e mo r r h a g e s ( Ch i n c h a r , 2 0 0 2 ) . T h i s g r o u p o f v i r u s e s a r e a l s o a b l e t o u n d e r g o s u b s t a n t i a l h o s t s h i f t s a n d a r e f o u n d t o c a u s e f a t a l i n f e c t i o n s i n r e p t i l e s , a mp h i b i a n s a n d f i s h e s ( J a n c o v i c h e t a l . , 2 0 1 0 ) . De t e ct i o n o f r a n a v i r u s e s f r o m t h r e e d i f f e r e n t f i s h e s k o i , s i mi l a r d a ms e l f i s h a n d me d i u m c a r p a n d f r o m d i f f e r e n t c u l t u r e s y s t e ms l i k e f r e s h wa t e r a n d ma r i n e o r n a me n t a l f i s h e s i n So u t h I n d i a ( Si v a s a n k a r e t a l . , 2 0 1 4 ; Ge o r g e e t a l . , 2 0 1 5 ) a n d f r e s h wa t e r a q u a c u l t u r e s y s t e ms o f No r t h e a s t I n d i a i s a c a u s e o f c o n c e r n a n d c a l l s f o r f u r t h e r i n v e s t ig a t i o n s f o r e a r l y d e t e c t i o n a n d i n s t i t u t i o n o f p r o p h y l a c t i c me a s u r e s t o p r e v e n t t h e s p r e a d o f t h i s v e r s a t i l e p a t h o g e n .
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